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Samandarine  C19H31NO2  305  No information 




pumilitoxin B  C19H33NO3  323  17.38 
aliopumilotoxin  C16H29NO2  267  12.68 
homopumilotoxin  C14H25NO  223  8.83 














epibatidine   C11H13ClN2  208  12.35 
precoccinelline   C13H23N  193  6.91 
pseudophrynaminol       


























































































































































































































































































































































































































































































TIC: Evaporation E .D\datasim.ms




















Sample   Solvent  Evaporated   Peak Area  Percent 
Recovery  
Nicotine Standard (100 ppm)  500,000  100 % 
A  Methanol   To dryness  20,000  4 % 
B  Methanol  To 1 mL   260,000  52 % 
C  Chloroform  To dryness  320,000  64 % 
D  Chloroform   To dryness  450,000  90 % 
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and transferred into vials with methanol.  Each vial had different initial amounts of secretion, water, and 
methanol.  While this method is appropriate to use for qualitative work, if a more quantitative approach 
is taken, then the sample collection must be altered and optimized. 
  Previous papers have discussed a method of secretion collection where a cotton swab is pressed 
against a gland to stimulate secretion, and the secretions are then collected (Mebs).  Another method 
electronically stimulates the salamanders to induce secretions before collection.  A method developed 
by Von Byern (2017), describes placing salamanders on glass dishes covered in foil, making them visibly 
stressed, so that they would secrete and homogenously distribute the secretions on the foil.  This 
collection method, or other potential collection methods could be tested, and may allow for more 
regulated amounts of secretions, and allow for the final concentration to be quantified.  
Extraction Optimization 
  The efficiency of the extraction procedure must also be investigated.  The evaporation study 
suggests that the evaporation step is not the area of loss in the extraction procedure.  This means the 
remaining steps of the extraction should be examined for areas of loss.  The SPE results suggests it may 
be a viable method, therefore future work should optimize the SPE method and examine the loss of 
nicotine.  More nicotine standards should be extracted using SPE, and the percent recovery of the 
nicotine determined.  If a large amount of loss still occurs, the steps involved in the SPE should be 
examined, and adjusted, to determine where the loss is occurring.  Once the LLE and SPE methods are 
optimized, and the loss of nicotine is reduced, extractions should be performed on salamander samples, 
and analyzed for recovery of the standard, and appearance of peaks that may be alkaloids.  If these 
peaks are visible, common alkaloid retention times can be used identify alkaloids, and the molecular 
weights can be used to predict mass to charge ratios that could appear in the mass spectra.  This will 
potentially allow for the identification of alkaloids present in the salamander secretions.  
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VII. Conclusion 
  The Plethodon yonahlossee, a species of salamanders native to the Appalachian Mountains, 
displays bright colors and secretes when under attack.  The coloring, as well as the secretions of the 
salamander, may indicate toxicity, and may have developed as a defense mechanism.  By determining 
the chemical composition of the secretions, and potentially identifying the presence of alkaloids within 
the secretions, the toxicity of the salamander, and the purpose of the secretions can be evaluated.  This 
project aims at developing an extraction method and using GC/MS to analyze the secretions.  A liquid‐
liquid extraction method has been developed, and blanks spiked with a surrogate standard have been 
extracted and analyzed.  Preliminary extraction results show loss occurring throughout the extraction 
method.  The evaporation step has been studied, to examine if the loss of the standard occurred at this 
step.  Preliminary results indicate this step is not where the loss is occurring.  Solid phase extraction was 
also attempted and may be potentially viable.  Two different GC systems were used to analyze extracts 
and obtain clean chromatograms.  The limitations that come with this project are that the samples were 
collected three years ago, and that the method used is semi‐quantitative.  The ultimate goal is to 
develop and optimize extraction methods, and analyze the extractions with GC/MS. 
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